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ATIVIDADE ECTOPARASITICIDA DE UMA NOVA FORMULACAO
(BENZOILFENILUREIA + ORGANOFOSFORADO) EM BOVINOS

RESUMO _ Os ectoparasitos de bovinos, sobretudo Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, Dermatobia hominis e Haematobia irritans constituem grande entrave a
produtividade. O controle de tais ectoparasitos baseia-se, principalmente, no uso de
quimioterapicos, cuja frequéncia e administracao incorretas levaram ao surgimento de
resisténcia a muitos principios ativos. A pesquisa de novas alternativas
guimioterapicas torna-se premente, razdo pela qual, avaliou-se, neste trabalho, uma
formulac&o inédita, contendo bezoilfenilureia + organofosforado. Os quatro estudos
clinicos realizados possibilitaram avaliar a eficacia desta associagcdo contra os trés
ectoparasitos supracitados. No carrapato, foram realizados dois estudos (infestacdo
natural e artificial). O indice de eficacia anti-ixodidica em animais infestados
naturalmente foi superior a 90% do 7° ao 28° DPT (Dia pos-tratamento). Nas
infestacBes artificias foi utilizado o Fluazuron 2,5%, além da nova formulacéo
(benzoilfenilureia + organofosforado), como parametro comparativo. O indice maximo
de eficacia (100%) foi alcancado do 20° ao 47° DPT. Resultados semelhantes foram
obtidos, pela formulacdo Fluazuron 2,5%. As eficacias terapéutica e residual da nova
formulacéo contra Haematobia irritans (infestacéo natural) se manteve superior a 90%
do 1° ao 14° DPT, alcan¢ando indice mosquicida maximo (99,96%) no 1° DPT. Sobre
larvas de Dermatobia hominis, a formulacéo inédita demonstrou efetividade superior
a 90% do 7° ao 21° DPT. Em sintese, os resultados obtidos nos quatro estudos
realizados, possibilitaram recomendar a referida formulag&o, inédita mundialmente, na
dose e via empregadas, no tratamento e controle das principais ectoparasitoses de
bovinos.

Palavras chave: Benzoilfenilureia, bovinos, ectoparasitos, organofosforado.



ECTOPARASITICIDE ACTIVITY OF A NEW FORMULATION
(BENZOYLPHENYLUREA + ORGANOPHOSPHORADE) IN CATTLE

ABSTRAT _ Cattle’s ectoparasites constitute a considerable productivity obstacle,
especially Rhipicephalus (Boophilus) microplus, Dermatobia hominis and Haematobia
irritans. The control of those ectoparasites is based mainly on the use of
chemotherapeutics, whose frequency and incorrect administration have led to
resistance of many active principles. The research of new chemotherapeutic
alternatives became urgent, reason why, in this work, an unprecedented formulation
containing benzoylphenyl urea + organophosphorade was evaluated. The four clinical
studies made it possible to evaluated the efficacy of this combination against the three
ectoparasites mentioned above. In the tick, two studies (natural and artificial
infestations) were performed. The anti-ixodide efficacy index in naturally infested
animals was greater than 90% from 7" to the 28" DPT (Post-Day Treatment). In the
artificial infestations, Fluazuron 2.5% formulation was used as a comparative
parameter to the new formulation (benzoylphenyl urea + organophosphate). The
maximum efficacy index (100%) was reached from the 20™ to the 47" DPT. Similar
results were obtained by Fluazuron 2.5% formulation. The new formulation therapeutic
and residual efficacies against Haematobia irritans (natural infestation) remained
higher than 90% from the 15t DPT to the 14" DP, reaching a maximum index (99.96%)
in the 15t DPT. Regarding larvae of Dermatobia hominis, the new formulation showed
an effectiveness greater than 90% from the 7% to the 215t DPT. In summary, the results
obtained in the four studies, made it possible to recommend this formulation,
unprecedent worldwide, in the dose and via administrated, in the treatment and control
of the main ectoparasitoses of cattle.

Key words: Benzoylphenylurea, Bovine, ectoparasite, organophosphorade.



1.INTRODUCAO

O Brasil tem como base econbmica o agronegdcio que, além de gerar
empregos, auxilia a liquidacdo dos déficits do tesouro nacional e fornece alimento
saudavel e de qualidade para toda a populacdo mundial (Buainain et al., 2016). No
gue se refere a pecuaria, € o maior exportador de carne bovina do mundo,
isoladamente exporta quase 20% da carne do comércio externo (Beeff2live, 2017).
Em 2016, exportoul00 mil toneladas de carne in natura o que rendeu o lucro de 398
milhGes de dodlares a receita federal (ABIEC, 2016). No mesmo ano, a producao de
leite foi superior a 5 bilhdes de litros, registrados sob fiscalizacdo da inspecao sanitaria
(IBGE, 2016), consolidando-o como 5° maior produtor mundial (CONAB, 2016) com
expectativa de aumento da producdo para 2017 (FAO, 2016). Aléem disso, se faz
importante ressaltar que ha uma renda significativa de outras categorias de
subprodutos (ABIEC, 2016), como o couro, 0 qual em 2015 teve uma producédo

superior a 8,64 milhdes de pecas integras (IBGE, 2016).

O sucesso da pecuaria no pais esta relacionado a medidas que permitam uma
producdo mais eficiente, tendo como base a genética do animal, nutricdo, manejo e
condi¢cBes sanitarias em que sédo submetidos. A sanidade animal é um fator de suma
importancia que além de estar diretamente ligada a produtividade animal, pode limitar
ou restringir 0 acesso a mercados internos e externos, e dessa forma, prejudicar
diretamente a macroeconomia da pecudria, e consequentemente de todo o pais.
Ademais, ha enfermidades que tém grande impacto na saude publica e os tratamentos
utilizados para algumas doencas, além de gerarem imensos gastos, podem deixar

residuos impedindo o consumo (Nogueira e Tonini, 2010).

Dentre os problemas sanitarios que levam as perdas do animal por completo
e/ou desvalorizacdo da carcacga dos bovinos, no Brasil, destacam-se as parasitoses.
Se por um lado o clima, expansao territorial, quantidade de pastos sdo boas para o
agronegocio, por outro lado, aumenta a disseminacdo e facilita a reproducédo de
parasitos, isto porque, a atividade agropecuaria, responsavel pela ocupacdo de
41,67% do territério brasileiro (IBGE 2006; IBGE 2013) é considerada a principal
causa de desmatamento do pais (Margulis, 2003). O desmatamento florestal, em seu

contrassenso, gera um desequilibrio da fauna e alteracGes climaticas que propiciam



elevacao consideravel das doencas vetoriais por ampliacdo geografica de artropodes
(Walsh et al., 1993; Norris, 2004). Nos tropicos, o estabelecimento e desenvolvimento
de ectoparasitoses sao facilitados pelo seu clima quente e umido (Silva et al., 2002).
Somados a isso, a relacdo entre hospedeiro e parasito que evoluiu ao longo de
milhdes de anos, foi desequilibrada pelo homem por meio das praticas de

domesticacéo e agricultura (Sargison, 2011).

Outro fator coligado a facilitacdo das ectoparasitoses é a genética introduzida
no rebanho brasileiro para aumentar a producdo. Propagaram-se cruzamentos
industriais com ragas europeias (Bos taurus) que sado animais com alto potencial
produtivo, porém, menor resisténcia a ectoparasitos quando comparado aos zebuinos
(Bos indicus). Ainda, a intensificagdo do rebanho aumentou a taxa de lotagdo de
animais por hectare que é também um grande facilitador a disseminacao de parasitos

entre animais (Lopes et al., 2017).

As doencas induzidas por ectoparasitos ou 0 meio com o qual os artrépodes
parasitarios afetam a saude animal incluem a perda de sangue resultando em anemia,
leséo fisica da pele e aos couros, reacdes alérgicas aos venenos e toxinas, resisténcia
diminuida a outras doencas, transmissdo de outras enfermidades como vetor e
reducdo de ganho de peso e producdo de leite (Blagburn e Lindsay, 2010).
Economicamente, estima-se que os parasitos gerem um déficit de 13,96 bilhdes de
dolares anuais para o pais, considerando a populagdo de gado (212.797.824
cabecas). Os principais ectoparasitos do pais (Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
Haematobia irritans, Dermatobia hominis, Cochiliomyia hominivorax e Stomoxys
calcitrans) e endoparasitas; diminui¢cado da producao (reducao da conversao alimentar
para leite e carne), tratamento, medidas de controle e pesquisa de novas moléculas.
Entretanto, ndo estdo inclusos os gastos referentes aos surtos, as doencas em que
estes animais atuam como vetores, ou outras enfermidades que facilitam a entrada,

nem no que diz respeito a saude publica.

A magnitude dessa cotacdo deixa bem evidenciado o quanto sdo necessarias
precaucdes constantes sobre tal situacao no Brasil. R. (B.) microplus ocupa a segunda
posicdo em termos de gastos, perdendo apensa para a soma de todos o0s
endoparasitas do pais (Grisi et al., 2014). A infestacao de carrapatos nos bovinos gera

perdas de 90 litros de leite por animal em cada lactacéo (Rodrigues e Leite, 2013) e 0



bovino emagrece em meédia 1,18mg a 1,37mg por carrapato parasitado (Jonson,
2006). Esses fatos levaram a estimativa de que se gasta por ano 2.558,32 bilhfes de
dolares apenas com o R. (B.) microplus. Os outros ectoparasitos mais importantes
para a pecuaria, H. irritans (mosca-dos-chifres) e D. hominis (berne), também ocupam
valores significativos. A estimativa de perda anual relacionada a infestagcao por mosca-
dos-chifres esta em torno de 2.558,32 bilhdes de ddlares anuais e a média de perda
de peso por animal infestado € de 3kg nos adultos e 2kg nos jovens (Grisi et al., 2014).
No que se refere ao berne, cada larva infestada tem a capacidade de diminuir 40,69
do ganho de peso (Magalhdes e Lesskiu, 1982) e estima-se um gasto de 383,48

milhdes de ddélares anuais (Grisi et al., 2014).

Por mais que controles bioldgicos e vacinas sejam considerados estratégias
viaveis contra parasitos, continuam em fase experimental. A quimioterapia, no
presente, constitui-se, ainda da forma mais efetiva de se combater ectoparasitos
(Sakamoto et al.,, 2013). Existem diversos grupos heterogéneos de agentes
classificados com base em sua quimica ou mecanismo de acdo, basicamente sao
derivados de molécula vegetais ou sintéticos. As principais substancias derivadas de
vegetais sdo as piretrinas, limoneno, linalool e a rotenona. Os principais sintéticos sdo
os piretroides sintéticos, hidrocarbonetos organofosforados, carbamatos, formidinas e
0s compostos diversos que compreendem substancias inorganicas, os reguladores de
crescimento e inibidores do desenvolvimento e as lactonas macroliticas, dentre outros
(Blagburne Lindsay, 2010).

Mesmo com uma grande quantidade de moléculas disponiveis 0 uso
indiscriminado levou a selecdo de microrganismos resistentes, atualmente,
encontrados em todos os rebanhos (Lopes et al., 2017). Ndo somente este fator
contribuiu para a resisténcia de insetos e outros artropodes contra farmacos, mas, tais
organismos possuem caracteristicas intrinsecas que incluem medidas
comportamentais e fisioldgicas que geram assimilacao reduzida sob o organismo alvo
com metabolizacdo (detoxificacdo) do principio ativo. Estas caracteristicas de fuga
inerentes ao parasito estao relacionadas a sele¢éo genética por meio do aumento da
atividade de enzimas, mudanca dos canais de sédio axonais e genes especificos
ativados (Blagburn e Lindsay, et al., 2010). As populacbes de parasitos que
conseguem sobreviver a exposicdo a um principio ativo irdo gerar proles e

consequentemente propagar resisténcia (Lopes et al., 2017).



Com a globalizacdo houve um aumento de intercambio entre espécies. A
aquisicdo de animais proveniente de outras propriedades, veiculos e transportes via
homem, facilitam a disseminac&o de parasitos com genética resistente até uma regiao
isenta de exposicao para a determinada molécula, o que gera uma maior propagacao

da resisténcia a antiparasitarios (Kunz e Kemp, 1994).

A capacidade de insetos e outros artropodes de resistir aos efeitos letais dos
farmacos apdés a exposicdo continua foi reconhecida had quase um século, e
independente da causa, nas Ultimas décadas, tem sido o maior problema técnico dos
programas de controle da agricultura, pecuaria e saude publica (Shidraw, 1990). O
aparecimento da tolerancia ao principio ativo surge cronologicamente ao seu uso
(Lopes et al., 2017). Estratégias para combater a constante aquisicao de resisténcia
dos ectoparasitos aos farmacos incluem: selecé@o apropriada de inseticidas, reducdo
do numero de tratamentos, o uso de rotacdo de praguicidas, novas moléculas ou a
formulacédo de moléculas que ja existem (Blagburn e Lindsay, 2010). Essas medidas
asseguram uma menor exposi¢do do farmaco ao agente, e desta forma diminui a
possibilidade de ganho de resisténcia a droga. A descoberta de novos principios tem
sido bastante encorajada, porém, é importante tomar todas as medidas necessérias
para preservar a vida 0til dos agentes atuais contra ectoparasitos (Kunz e Kemp,
1994). Neste contexto, surge a necessidade de pesquisas que busquem novas
moléculas (Lopes et al.,, 2017). Para isso, S840 nhecessarias pesquisas para o0
desenvolvimento de farmacos seguros para a saude humana e animal e os

tratamentos utilizados ndo devem prejudicar o produto final.

A secretaria de Defesa Animal (SDA) confeccionou um manual técnico a ser
seguido para a execucédo dos estudos antiparasitarios. Este deu origem a Portaria 48,
publicada 12 de maio de 1997, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(MAPA) (Brasil, 1997). Neste documento delinearam-se 0s passos e 0s experimentos
gue devem ser utilizados como metodologias para verificar a viabilidade de novos
produtos. Somados a isso, as metodologias, devem seguir a Lei Auroca n°® 11.794 de
08 de Outubro de 2008, que prevé o manejo humanitario e cientifico dos animais,
embasado no CONCEA (Conselho Nacional de Controle de Experimentacao Animal)
(Brasil 2008). Deve-se acrescentar, ainda, que 0s requerimentos técnicos para
registros de novos produtos veterinarios, em ambito internacional, que séao

normatizados pelo Guia de Boas Préticas Clinicas Veterinarias da VICH (International



Cooperation on Harmonisation of techinical Requirements for Registration for
Veterinary Medicinal Products) (VICH, 2017). Além destas premissas, deve haver

avaliacdo e aprovacado de uma Comissao de ética no Uso de Animais.

Por conseguinte, propde-se avaliar uma nova formulacdo, inédita, contendo
benzoilfenilureia e organofosforado com mecanismos de acéo diferentes que atuarao
sob os ectoparasitos mais importantes do pais: Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
Haematobia irritans e Dermatobia hominis. Esta associacdo é uma escolha de
praticidade onde havera um tratamento concomitante contra moscas e carrapatos,
haja vista que parasitoses nos bovinos a campo ocorrem frequentemente de forma
simultanea (Costa et al., 2014). Para tal, serdo realizados experimentos de acordo

com as normas e leis vigentes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Rhipicephalus (Boophilus) microplus

R. (B.) microplus é um aracnideo pertencente ao filo Artropoda, ordem Acari,
subordem Ixodidae. Considerado o parasita de maior importancia para a pecuaria
mundial, encontrado em todo globo e endémico na india, Australia, Madagascar, Sul
da Africa, Caribe, México e toda América Central e do Sul. Tem a capacidade de
parasitar bovinos, bubalinos, equinos, asininos, caprinos, ovinos, suinos, caninos e
alguns animais selvagens. Pode atuar como vetor dos protozoarios Babesia
bigeminia, Babesia bovis, Anaplasma marginale e Babesia equi dentre outros
(CFSPH, 2007).

Seu ciclo biolégico é constituido de uma fase de vida livre e outra parasitaria
(Gonzales et al., 1993), exigindo um Unico hospedeiro (mondxeno) para sua evolugao,
no qual realiza todas as ecdises, passando por todos os estadios em trés semanas,
mais duas semanas no ambiente antes de eclodir, ou até meses ao solo, a depender
do clima (Taylor, Coop e Wall, 2010). E importante ressaltar, ainda, que a maioria da
populacdo permanece no ambiente e ndo no animal, dessa forma, um animal
infestado ao ser introduzido em uma propriedade, rapidamente ira disseminar a
infestacéo para todo o rebanho (CFSPH, 2007).

Ao nascimento, as larvas sdo morosas, levando em média sete dias para
ascender a vegetacao e alcancar seu hospedeiro. Quando o bovino, por exemplo, roca
a vegetacdo, as larvas ja avidas fixam-se as regides de pele mais tenras (perineo,
regido inguinal e barbela) onde se nutrem de linfa até desenvolverem-se em
metalarva. E seguida, realizam ecdise, originando ninfas e metaninfas. A proxima
ecdise dard origem aos adultos, sendo que os de menor tamanho serdo machos
(neandros e gonandros) e os maiores fémeas (nedginas, partenoginas e teledginas).
Quando adultos, os machos sdo encontrados, de forma geral, sobre as fémeas
(nedginas), que apos serem fertilizadas (parternoéginas) ingurgitam-se completamente
e alcancam o estadio de teledginas, desprendem-se do hospedeiro e caem ao solo.

Cada fémea pbe dois a trés mil ovos dado no término de seu ciclo de



aproximadamente quatro semana, terminando com a morte da fémea (quendgina)
(Flechtmann, 1977; Klompen, 2005).

2.2 Haematobia irritans

H. Irritans (mosca dos chifres) € um diptero hemat6fago que foi notificado pela
primeira vez no Brasil em Roraima. Tem preferéncia parasitaria por bovinos, de
preferéncia linhagem europeia (ou mesticos), sobretudo machos inteiros, e se
encontra em maior quantidade em areas de pelagem escura gracas a maior
concentragcdo de glandulas sebaceas e liberacdo de testosterona que esta

caracteristica confere (Christensen et al., 1979).

O desenvolvimento dos descendentes até a fase adulta requer uma
temperatura de 24°C a 26°C e por isso as fases de maior infestacdo sédo de agosto a
abril (Barros, 2002). ApGs vinte e quatro horas uma fémea pode botar até 400 ovos.
O ciclo bioldgico desta mosca inclui a permanéncia dos adultos sobre os hospedeiros
por tempo integral, s6 deixando o hospedeiro para depositar os ovos parcelados nas
bordas das massas fecais recém-depositadas ao solo (Palmer e Bay, 1981; Jones e
Kunz, 1996), ou em periodos chuvosos. Sua permanéncia provoca grande incomodo,
sendo que o emagrecimento esta relacionado principalmente ao desconforto em que
o animal é submetido, os animais por vezes deixam de comer e dormir para tentar se
livrar do parasita esfregando seu corpo em estruturas da propriedade e arvores
(Gomes et al., 1988). Além deste enorme prejuizo, o excesso de picadas de H. irritans,
danifica o couro e pode facilitar a invasdo de outros parasitos como a Cochilomyia
hominivorax, tornando-o inaproveitavel para a industria couro-calgadista (Oliveira,
1983).

2.3 Dermatobia hominis

D. hominis (Diptera, Cuterebridae), conhecida popularmente como mosca do
berne, é 0 quarto ectoparasito mais importante para a pecuaria brasileira (Grissi et al.,
2014). E considerado o integrante mais importante da familia Oestridae (Zumpt, 1965)
devido a vasta amplitude de hospedeiros que pode parasitar e a pouca seletividade

de vetores intermediarios que disseminam 0S 0VO0S.



Possui um ciclo biolégico complexo, passando por uma fase de vida livre, onde,
larva e pupa vivem no solo e adultos, preferencialmente, em ambientes de morro ou
florestais. As fémeas de D. hominis j& acasaladas capturam insetos foréticos para
transportarem seus ovos, depositam em média 12 ovos no abdémen de moscas ou
mosquitos para a dispersdo de seus ovos no hospedeiro. A fase subsequente
corresponde a fase parasitaria, quando depositados, 0os ovos eclodem em resposta a
sensibilidade térmica do contato com hospedeiro, entéo as larvas de primeiro estadio
penetram na pele do individuo sem a necessidade de lesdes prévias. As larvas se
desenvolvem no subcutdneo do hospedeiro produzindo lesdes furunculosas
(Guimarées, Papavero e Prado, 1983; Hall e Wall, 1995). Esta lesdo pela forma larvar
€ denominada miiase furunculosa ou dermatobiose, condi¢do de importancia médica
e médica veterinaria em toda a América latina (Pinto et al., 2002), distribuindo-se,

também, desde o Sul do México até o norte da Argentina (Grisi et al., 2014).

Apoés cinco a dez semanas, larvas de terceiro estadio saem pelo orificio
respiratério que criaram na pele, e viram pulpa no solo até eclodirem para mosca,
finalizando o ciclo completo entre trés a quatro meses (O’Donel, 1984). Cada larva
infestada tem a capacidade de diminuir 40,6g do ganho de peso de um bovino
(Magalhées e Lessiku, 1982).

Tem como predilecdo de hospedeiro a espécie bovina (Hall e Wall, 1995) e
neles este berne pode facilitar a infeccdo concomitante por Pasteurella granulomatis
(Lechiguana) que causa desde emagrecimento progressivo até a morte (Ladeira et al.,
1996). D. hominis € 0 agente mais comum em miiases cutaneas de humanos
(O’'Donel, 1984) e também pode parasitar cédes, aves, dentre outros animais
domésticos e selvagens de sangue quente. Esta caracteristica de grande diversidade
de hospedeiros alternativos e o envolvimento de diversas espécies de insetos como

vetores foréticos (dos ovos) dificulta o controle da dermatobiose (Bishop et al., 2000).

2.4 Benzoilfenilureia

Enquanto que a maioria dos acaricidas atua no sistema nervoso, uma nova
categoria de substancias que agem por outra via tem emergido no mercado. Este € o

caso dos reguladores de crescimento dos artrépodes (Coop et al., 2002). Esta classe



de antiparasitarios pode ser dividida em trés categorias: analogos de horménios
juvenis, inibidores de sintese de quitina e derivados do composto orgéanico Triazina.
Estes atuam interferindo a pulpacéo e evolugao dos insetos (Graaf, 1993; Chavasse
e Yap, 1997). Benzoilfenilureia é a molécula base que forma uma classe de inseticidas
0 qual se insere nos reguladores de crescimento dos artrépodes, esta atua no

metabolismo de quitina de organismos alvo (Van Eck, 1979).

Entre 1968-1970, um cientista alemdo descobriu a atividade inseticida do
benzoilfenilureia. O curso desta investigacdo centrou-se no herbicida 1-(2,6-
dichlorobenzoyl) estrutura basica em que o composto foi combinado com ureia e 0
herbicida diuron 3-(3,4-dichlocophenyl)urea. Assim, o primeiro composto foi a
combinacdo dessas duas moléculas, batizado de DU 19111. Nesta época, ndo se
descobriu suas fungdes, também herbicidas e fitotdxicas, foi apenas observado que
as larvas de diversos insetos demonstravam sinais anormais ao ingerirem o composto,
a ecdise era comprometida e os insetos ficavam enegrecidos e morriam. Apos
andlises histopatoldgicas verificou-se que a formagdo da cuticula estava
comprometida, dessa forma, levantou-se a suspeita do mecanismo de acao sobre a
biossintese da cuticula (Willems et al., 1986). A acao inseticida do DU 1911 contra
estadios de diversos insetos levou a sintese de centenas de benzoilfenilureas:
dimilin® (diflubenzuron — Dufar), Alsystin® (triflumuron — Bayer) (Lacey e Sulla, 1978;
Schaefer et al., 1978), XRD-473 (Dow)(Sbragia et al., 1983), IKI-78990u CGA112913
(Clorfluazuron — Ishihara/Ciba-Geigy) (GRANETT et al., 1983), Celamerck (Becher et
al., 1985), Acatak (fluazuron — Novartis Saude Animal (Kemp et al., 1990).

De acordo com Nagakawa et al (1984) a atividade inseticida de
benzoilfenilureas depende da substituicdo do padrdo do anel de benzoil, outra
diferenca entre os compostos mais recentemente introduzidos e os antigos sdo que a
porcao anilina do 3,5 dicloro foi substituida, fazendo com que o composto seja mais
lipofilico. A menor solubilidade presumivelmente o faz mais persistente que o0s
compostos antigos (Nakagawa et al., 1984). Este componente ativo atua inibindo a
sintese de quitina provavelmente através da inibicdo de enzimas especifica envolvidas

no processo de ecdise de artrépodes (Kemp et al., 1990).

A quitina € um biopolimero amino-agucar, que unida a outras proteinas

elaboram as estruturas de sustentacdo e barreiras mecanicas dos insetos. Compara-
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se com a celulose e o colageno nas plantas e mamiferos, respectivamente (Cohen,
1986). A formacao do polimero de quitina e sua cristalizacdo em microfibrilas séo parte
de um complexo processo bioquimico e estes eventos sdo pobremente conhecidos
nos artropodes (Gooday e Trinci, 1980). O que se faz conhecido, é que a
polimerizacdo da quitina € um dos ultimos eventos celulares que comegam a partir de
glicose ou tetralose, passando por ua cascata bioquimica que incluem fosforilizacao,
aminacéo, acetilacao e formacao de UPD-N-acetil-D-glicosamina como substrato final.
Como este metabdlito pode ser originado de diversas vias metabdlicas, considera-se
gue a sintese de quitina reside na manuten¢do por uma enzima (quitina sintetitase)
embebida na membrana plasmatica de células epidermais (Cohen, 1986). A quitina
sintetitase catalisa a polimeracdo de UPD-N-acetil-Dglicosamina em N-acetil-d-
glicosamina e finalmente em quitina (Cohen e Cassida 1980; Mayer et al., 1980;
Cohen e Cassida 1983).

Estudos bioquimicos focando o mecanismo de acao verificaram que a
interferéncia ndo se da diretamente sobre a quitina (Grosscurt, 1978; Grosscurt e
Andersen 1980; Hunter e Vicent, 1974), mas sim por alguma modificacdo enzimatica,
provavelmente no transporte de polimerizacdo da N-acetilglicosamina para quitina
(Cohen e Cassida, 1980; Cohen e Cassida 1983; Maya et al., 1980; Mitsui et al., 1984),
reacdo que deve ocorrer na membrana plasmatica celular (Mitsui e al., 1984). Outra
alternativa de mecanismo pode ser a alteracdo de precursores de quitina, apesar de
nao se conhecer 0 mecanismo preciso, a primeira teoria (enzimética) € mais aceita e
considera-se que esta reacdo tem efeito rapido, quando ao ser ingerida pelo
microrganismo alvo. Devido a complexidade de eventos que ocorre antecedendo a
formacdo da quitina, a acdo exata pode encontrar-se em diversos sitios de acdo das

vias metabdlicas (Willems et al., 1986).

Nos artrépodes, o fluido de muda contem proteasese quitinases que digerem a
endocuticula velha cujos componentes séo reciclados. A formac¢&do da nova cuticula
comeca com a abertura do espaco de ecdise devido a secrecdo de proteinas da
cuticula e fibras de quitina pelas membranas apicais das células epidermais. Dessa
forma, ha uma formacdo de uma nova cuticula quitinosa nao esclerotizada, a
procuticula e da epicuticula externa. A Ultima fecha a epiderme e a protege contra
enzimas digestivas do fluido da muda. Por fim, a ecdise se completa quando ha

eliminacéo do farrapo do antigo invélucro, neste momento, o invertebrado se expande



11

antes de enrijecer da nova cuticula por esclerotizagdo (Champman, 1982;
Merzendorfer e Zimoch, 2003).

No R. (B) microplus, a quitina esta presente nao sé na cuticula (responsavel
por protecdo mecéanica e manutencao da permeabilidade) (Splinder, 1990), 0 mesmo
material é responsavel pelo invélucro dos ovos (Taylor, 2001) e também é encontrado
na membrana periotréfica do intestino, que atua como barreira entre a digestdo do
bolo intestinal e os constituintes internos (You et al., 2003). Portanto, a interferéncia
com o metabolismo da quitina leva a limitagcdo da metamorfose e ecdise
interrompendo o ciclo do parasito (Splinder, 1990), ndo ha formacao de descendentes
viaveis (Taylor, 2001) e o expde a autodigestao (You et al., 2003). Considera-se que
a letalidade dos microrganismos alvo se da por desidratacdo devido a alteracao da
cuticula e consequentemente perda de hemolinfa (Retnakaram e Whight, 1987; Graf
1993; Bull et al., 1996).

Suas vantagens como principio ativo sdo que seus componentes necessitam
de baixas concentracdes, o efeito residual longo e potente (Hink et al., 1991;
Henderson e Foil, 1993), e tém alta especificidade e baixa toxicidade a mamiferos
(Splinder, 1990). Outra caracteristica bastante desejavel se da por ser um principio
ativo de rapida degradagcdo em solo, e por isso, ambientalmente segura. Estudos
mostram que habilidade de degradacdo da molécula no solo € independente das
caracteristicas do ambiente, mas sim do tamanho da molécula, nos poucos estudos
disponiveis considera-se que o benzoilfenilurea tem uma vida util de 2 a 3 meses e
seu produto final de degradacéo é gas carbonico e agua (Nimmo et al., 1984; Nimmo
et al., 1985).

2.5 Organofosforados

Organofosforados englobam um grupo de diversas substancias quimicas com
propriedades inseticidas, acaricidas, helminticidas, herbicidas e fungicidas (Blagbum
e Lindsay, 2010). Sdo um componente essencial do arsenal pesticida desde a década
de 70 (Grube et al., 2011), porém, no inicio de 2000, alguns usos foram banidos para
averiguar riscos em relacao a residuos alimenticios, ao meio ambiente e outros seres

vivos (aves, peixes e vida marinha) (EPA, 2001).
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Seu mecanismo de acdo se da pelo principio quimico ligar-se e inibir, através
de uma catalizacdo, colinesterases, principalmente a acetilcolinesterase, enzima
amplamente distribuida nos sistemas colinérgicos dos nervos centrais e periféricos,

musculos e compostos do sangue (Santos et al., 2010).

Quando um impulso nervoso é gerado, ele move-se em direcdo a um neurdnio
parassimpatico até a porcao final de um nervo, la, a acetilcolina esta armazenada em
vesiculas nas jun¢cdes neuromusculares. A liberacéo da acetilcolina leva em geral 2 a
3 milissegundos para ser liberada. A acetilcolina interage, entdo, com a membrana
pés-sinaptica levando a estimulacdo da fibra nervosa, e assim realizando suas
funcdes fisiologicas normais, dado determinado estimulo demandado pela

homeostase da necessidade do momento.

Acetilcolinesterase € responsavel por degradar, por meio de hidrolise, o agente
neurotransmissor: acetilcolina. Esta degradacéo (hidrolisagdo) tem como produto final
acido acético + colina. A hidrélise € necesséria para que haja um controle nos
receptores, inibindo o estimulo inicial, e dessa forma ndo haverd uma

hiperestimulacdo nas membranas poés sinapticas (Vital e Acco, 2006).

A ligacdo do organofosforado com a acetilcolinesterase resulta em uma
transfosforilizagdo da enzima que tem como consequéncia a nao hidrolisagdo da
acetilcolina, o excesso deste produto nas regides pds sinapticas ira gerar exaustao ou

tetania no sitio de acéo levando a letalidade dos organismos alvo (Fukuto, 1990).

E um potente inseticida que passou por diversas avaliacbes de pesquisas, onde
se tomaram medidas preventivas, como a diminuicdo da concentracdo do principio
ativo, passando assim, a ser liberado via pour on ou etiquetas auriculares (EPA, 2001).
Sao derivados dos éacidos fosforicos tiofosforados, tionofosforico, irofosférico e
ditiofosférico, de acordo com sua estrutura quimica podem ser subdivididos em
fosforados, tiofosforados e clorofosforados, absorvidos por todas as vias possiveis,
mas preferencialmente a dérmica (Larini, 1987). Os organofosforados mais utilizados
como antiparasitarios sdo: metaminofés, dimixion, fenitrotion, fenthion, fosfomet,

triclorfon, clorfenvinfos, clorpirifés, ethion e diazinon (Osweileir, 1998).

Em sintese, os prejuizos econdmicos e fisicos, decorrentes das infestacées e

infeccbes por parasitos podem ser minimizados com o controle quimico de farmacos
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ja existentes no mercado. Considerando que, o custo com o desenvolvimento de
novas moléculas é elevado, justifica-se a escolha deste estudo o qual, por meio de
alternativa mais viavel para minimizar as principais ectoparasitoses do pais, associa-
se principios ativos existentes em uma unica formulacado quimica, inédita, avaliando
sua seguranca clinica e inocuidade e avaliando sua satisfatéria eficacia terapéutica

(Taylor, 2001) exigida pelas regulamentacdes do pais (Brasil, 1997; Brasil 2008; VICH
2017).
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3. OBJETIVOS

Este trabalho tem como objetivo invetigar uma nova alternativa terapéutica
conjunta da associacdo benzoilfenilurea e organofosforado contra Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, Haematobia irritans, Dermatobia hominis, ectoparasitas de

bovinos.
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4. MATERIAL E METODOS

Foram conduzidos quatro experimentos objetivando determinar as eficacias
terapéutica e residual contra Rhipicephalus (Boophilus) microplus (condi¢des naturais
e experimentalmente infestados — | e 1), naturalmente infestados por Haematobia

irritans (Ill) e por larvas de Dermatobia hominis (IV).

bY

Faz-se necessério ressaltar que anteriormente & execucao destes estudos
foram realizados experimentos para avaliar a estabilidade das moléculas, e a
seguranca clinica e inocuidade para bovinos frente a nova formulacdo. Estas
pesquisas ndo adentraram ao corpo desta dissertacdo, mas todos os resultados
obtidos foram compativeis com o prosseguimento dos estudos aqui realizados. A
formulagéo (benzoilfenilurea associado a organofosforado) foi fabricada e fornecida
pelo laboratorio Biovet S/A, sendo administrada via topica (pour on), na regido dorso-

lombar, na dose Unica de 1 mL/10kg de peso corporal.

Todos os estudos propostos seguiram o0s padrdes estabelecidos pelas
diretrizes, normas e regulamentos que regem a liberacéo de antiparasitarios no pais -
CEUA da FCAV (Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias) da UNESP
(Universidade Estadual Paulista — Campus Julio Mesquita Filho) de Jaboticabal, Sao

Paulo.

4.1 Bovinos

Foram selecionados 88 bovinos mesticos (zebuinos x taurinos) isentos de
tratamentos acaricidas e endectocidas nos ultimos 120 dias com vacinacao para as
principais enfermidades (raiva, febre aftosa, tétano) em dia. Os estudos sobre eficacia
em animais naturalmente e artificialmente infestados tiveram critérios especificos

detalhados a seguir em cada item.

Os bovinos que se adequaram aos critérios foram realocados em baias ou
piquetes ou pastos destinados, e la permaneceram em observacéo e adaptacéo por
um periodo minimo de duas semanas antes de comecarem as pesquisas. Os bovinos

foram pesados para o calculo preciso dos volumes da nova formulacdo do grupo
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tratado (benzoilfenilurea associado a organofosforado) e para o controle (veiculo).
Durante todo o periodo experimental, os bovinos foram mantidos em piquetes
separados formados com a forrageira cultivada na propriedade, dgua e sal mineral
foram fornecidos ad libitum. Com o término do estudo, 0s animais permaneceram na

propriedade de origem em observacao por mais 180 dias.

4.2 Experimento |. Eficicia carrapaticida em bovinos naturalmente

infestados por Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Este estudo clinico foi realizado na Fazenda 2P, localizada no municipio de Séao
Carlos, estado de Sao Paulo, Brasil. Foram utilizados 20 bovinos machos, mesticos
(zebuinos x taurinos), com idade entre 18 e 36 meses. Para a avaliacdo de eficacia
carrapaticida a campo, 0s bovinos apresentavam infestacdo natural de no minimo 20
parterndginas, no lado esquerdo (Brasil, 1997). O numero do protocolo de aprovagao

do comité de ética no uso de animais, referente a este estudo, é de 1857/16.

Os animais selecionados foram separados do rebanho e contagens de
carrapatos foram realizados durante a fase de adaptacdo. Tendo por parametro o
comprimento de 4,5 a 8,0mm dos carrapatos, presentes no lado esquerdo de cada
bovino, foram obtidas médias de trés contagens consecutivas de parternoginas. Estas
medidas constituiram parametro para grupos experimentais com 10 bovinos cada: um
tratado com a nova formulagdo (benzoilfenilurea + organofosforado) e o ouro om

veiculo da formulac&o (controle).

No dia experimental (DO), os bovinos receberam, individualmente, as
respectivas solucdes destinadas a cada grupo. Em seguida, os animais foram
observados durante 60 minutos para deteccdo de eventuais alteracfes clinicas

decorrentes da aplicacéo.

No 3°, 7° e semanalmente, apds os tratamentos, foram quantificadas todas as
parternéginas (4,5 mm e 8,0 mm), até o final do experimento (eficacia inferior a 80%).
Estas quantificacbes foram utilizadas para calcular os percentuais de eficacia
terapéutica e residual da formulacdo experimental. Para isto, utilizou-se a férmula
preconizada pelo MAPA, Secretaria de Defesa Agropecuaria (SDA), Portaria n.° 48,
12/05/1997:
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TaxCb
1_
Percentual de eficacia = [t x 100

Em que:

Ta = nimero de parternéginas contadas dos animais tratados apds a medicacao;

Tb = niGmero médio de parterndginas contadas dos animais tratados nos trés primeiros dias anteriores
ao tratamento;

Ca = numero de parternéginas contadas dos animais controle no periodo apés inicio do experimento;
Cb = nimero médio de parterndginas contadas dos animais controle nos trés dias anteriores ao
tratamento.

4.3 Experimento Il: Eficacia carrapaticida em bovinos experimentalmente

infestados por Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Stall test)

Todas as etapas do estudo foram realizadas na Fazenda Bananal, pertencente
ao IPESA - Instituto de Pesquisas em Sanidade Animal, localizada no distrito
Segredo, Formiga, MG, onde havia animais disponiveis (critérios clinicos) e
infraestrutura necessaria para implantar o estudo. O numero do protocolo de
aprovacdo do comité de ética no uso de animais, referente a este estudo, é de
1856/16.

Foram utilizados 18 bovinos mesticos, machos, entre oito e dez meses de
idade, que se enquadravam nos critérios de selecdo. Os animais selecionados foram
encaminhados a baias especificas, onde havia uma elevacao do piso, e uma area de
escoamento com uma peneira capaz de reter teledginas quando o recinto fosse

lavado.

Os bovinos experimentais ficaram cinco semanas em adaptacéo e aclimatacao
antes de iniciar o experimento. Na primeira semana, foram desverminados, via
subcutéanea, com fosfato de levamisol, 1 mL/40kg de peso corporal. Antes das
infestacdes foram lavados com sab&o neutro. Apos 24h, os bovinos foram infestados,
repetitivamente, trés vezes por semana, com 5000 larvas (0,25g) de Rhipicephalus
(Boophilus) microplus, entre 14 e 21 dias de vida até o dia do tratamento (DO).

Posteriormente, as infestacdes ocorreram duas vezes por semana. A cepa utilizada
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no experimento foi obtida de bovinos a campo e mantidas em BOD (28°C e 90% de
UR).

Diariamente, as baias eram lavadas e, as teledginas desprendidas dos animais
ficavam retidas na peneira, estas eram contadas e anotadas. Para o inicio do estudo,
como pré-requisito com infestag&o artificial com o R. (B.) microplus o numero médio
de teledginas desprendidas, por bovinos, foi de 20 (Brasil, 1997). As contagens
também serviram como pardmetro para a randomizacdo em trés grupos
experimentais, no qual um recebeu a associacdo fluazuron com fenthion; outro
recebeu como parametro comparativo Fluazuron 2,5% e o ultimo, solucdo veiculo,

como grupo controle deste experimento.

Os percentuais de eficacia terapéutica e residual foram calculados, de acordo
com as quantificacbes de teledginas desprendidas, utilizando-se a férmula
preconizada pelo MAPA, SDA, Portaria n.° 48 (Brasil, 1997), ou seja, a mesma
utilizada no estudo com infestacédo natural. Os indices de eficacia obtidos nas datas
experimentais pds-tratamento, possibilitaram estimar a duracéo do efeito residual da
nova formulacdo avaliada e do Fluazuron 2,5%, quanto as reinfestacbes por
Rhipicephalus (Boophilus) microplus. O experimento encerrou-se quando a eficacia

anti-ixodidica foi inferior a 80%, em duas contagens consecutivas.

4.4 Experimento llI: Eficacia mosquicida em bovinos naturalmente

infestados por Haematobia irritans

O estudo foi conduzido na Fazenda Sé&o Francisco, localizada no municipio de
Cajuru-SP. Foram utilizados 30 bovinos mesticos (zebuinos x taurinos), com idade
inicial de 18 a 24 meses, macho e fémeas. Como critério para entrar no estudo de
eficacia contra Haematobia irritans o nimero de moscas por bovino, foi de 50 em toda
superficie corpdrea, média de duas contagens consecutivas (Brasil, 1997). O niUmero
do protocolo de aprovacdo do comité de ética no uso de animais, referente a este
estudo, é de 1862/16.

Contagens de H. irritans foram realizadas por duas pessoas, em todo o corpo

de cada bovino, por dois dias consecutivos. Tomando por base as médias destas
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contagens, os animais foram distribuidos em dois grupos experimentais (tratado e
controle). ApGs pesagem e tratamento no dia zero, os bovinos foram observados por
120 minutos e observados por 120 minutos e realocados em piquetes separados com
distancia 5km entre os grupos. As contagens de H. irritans foram realizadas no 1° e 2°
DPT (dia pos tratamento) e repetidas semanalmente até o término, que ocorreu
guando a eficacia da nova formulacdo foi inferior a 80%, em duas contagens
consecutivas. Os percentuais de eficacias terapéutica e residual foram calculados em
cada uma das datas de contagens, utilizando-se a formula preconizada pela Portaria
48, de 12/05/1997, de SDA, MAPA (Brasil, 1997):

x 100

Percentual de eficacia =

Em que:
a= numero médio de moscas no grupo controle (nas respectivas datas de contagens).

b= nimero médio de moscas no grupo tratado.

4.5 Experimento |V: Efeito bernicida em bovinos naturalmente infestados

por larvas de Dermatobia hominis

O experimento foi realizado na Fazenda Bananal, municipio de Formiga, Minas
Gerais, utilizou-se 20 bovinos entre 18 e 24 meses, machos, mesti¢cos, naturalmente
infestados. No que tange a infestac&o natural por larvas de Dermatobia hominis, cada
bovino devia ter no minimo, 10 nédulos larvados em toda a superficie corporal como
critério de inclusdo ao estudo (Brasil, 1997). O numero do protocolo de aprovacao do

comité de ética no uso de animais, referente a este estudo, é de 1858/16.

Na data anterior ao tratamento (D-1), foram feitas contagens de nédulos com
larvas vivas de D. hominis , presentes em toda a extensdo corporea, mediante leve
compressao dos mesmos (inspecao tactil-visual), objetivando a randomizacdo dos
dois grupos, com 10 bovinos cada. No dia seguinte (DO), os tratamentos foram
realizados com os volumes calculados para cada individuo: Veiculo da formulagéo
(grupo controle) e nova associagao (grupo tratado). As contagens foram realizadas
semanalmente, até que a eficacia da nova formulacdo fosse inferior a 80%. Das

guantificac6es foram calculadas médias aritméticas e geométricas para determinacéo
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dos percentuais de eficacia terapéutica e residual da nova associacao
medicamentosa. Ara tal calculo, utilizou-se a seguinte férmula estabelecida pela
Portaria 48, 12/05/97, da SDA, MAPA (Brasil, 1997):

s -b
Percentual de eficacia = aTx100

Em que:
a= numero médio de larvas vivas de Dermatobia hominis no grupo controle.

b= nimero médio de larvas vivas Dermatobia hominis no grupo tratado.

4.6 Analise estatistica

O delineamento de cada estudo foi em parcela subdividida no tempo (“Split Plot
in Time”), considerando-se como parcela principal os tratamentos e como parcela

secundéria, as datas de observacgéo (Banzatto e Kronka, 1989).

Os dados foram analisados utilizando-se a metodologia proposta por Little e
Hills (1978), ou seja, transformados em logio (x+1). As andlises foram realizadas
aplicando-se o teste F e as médias comparadas pelo teste estatistico adequado (SAS,

1996), adotando nivel de significancia 5%.
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5. RESULTADOS

Durante o experimento ndo foram observadas anormalidades clinicas
decorrente da administracdo da nova formulacao, incluindo intoxicagéo sistémica ou
evento adverso. Nenhum animal necessitou de tratamento concomitante, ser retirado

do experimento ou veio a 6bito.

5.1 Experimento |I: Eficacia carrapaticida e bovinos naturalmente

infestados por Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Os resultados referentes as contagens de fémeas de Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, entre 4,5 mm a 8,0 mm de comprimento (parternéginas), localizadas no
lado esquerdo dos bovinos experimentais, incluindo a analise estatistica, estdo
inseridos na Tabela | (médias aritmética e geométrica, e percentuais de eficacia). Os
indices da eficacia anti-ixodidica da nova formulacdo no 7° dia pos-tratamento (DPT)
foram de 93,49% e 93,45%; no 21° DPT de 96,99% e 97,63%, no 28° DPT de 93,23%
e 93,55%; no 35° DPT de 87,18% e 88,07%; no 42° DPT de 81,23% e 81,64% (médias
aritmética e geométrica, respectivamente). No 49° DPT o indice de eficacia foi inferior

a 80%, razao pela qual o estudo foi encerrado.

Com base nos resultados expressos na Tabela | nota-se que as contagens de
carrapatos do grupo controle foram estatisticamente (P<0,05) superiores as do grupo
medicado com a nova formulacao, o que possibilita afirmar que a formulacao inédita

foi eficaz contra o Rhipicephalus (Boophilus) microplus.
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Tabela |: Resultados das comparacfes mdltiplas do numero de fémeas de

Rhipicephalus (Boophilus) microplus, entre 4,5 e 8,0 mm de comprimento, presentes

no lado esquerdo de bovinos, naturalmente infestados, pertencentes aos grupos

controle e tratado om benzoilfenilureia + organofosforado. Médias aritméticas e

geométricas; percentuais de eficacia. Sdo Carlos — SP, 2017.

Dias p6s- Gl Gll Eficacia
tratamento (Controle) (Tratado)
Méd. Méd. Méd. Méd. M.A. M.G.
Aritm. Geom. Aritm. Geom.
0 33,07 31,04 Aa 33,53 30,35 Aa
7 28,80 25,81 Aa 1,90 1,65 Bc 93,49 93,45
14 22,60 18,87 Aa 0,30 0,23 Be 98,69 98,75
21 22,90 20,42 Aa 0,70 0,47 Bde 96,99 97,63
28 23,30 19,96 Aa 1,60 1,26 Bcd 93,23 93,55
35 22,30 18,56 Aa 2,90 2,16 Bc 87,18 88,07
42 28,90 24,16  Aa 5,50 4,33 Bb 81,23 81,64
49 27,10 22,64 Aa 7,40 5,59 Bb 73,07 74,75

M.G.: Médias geométricas=antilog[1/n & log(x+1)]-1 M.A.: Médias aritméticas

Zero = média das contagens nos dias -3, -2 e —1.

1: Valores seguidos pela mesma letra, maidscula na linha e minuscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste t (p=0,05).

2: Valor de F para o desdobramento de Grupos dentro de Periodo Experimental
3: Probabilidade de Significancia para o valor de F

4: Valor de F para o desdobramento de Periodo Experimental dentro de Grupo.
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5.2 Experimento Il: Eficacia carrapaticida em bovinos experimentalmente

infestados por Rhipicephalus (Boophilus) microplus

Os resultados referentes as contagens de fémeas de R. (B.) microplus
desprendidas, diariamente, dos bovinos nas diferentes datas experimentais constam
na Tabela Il (médias aritmética e geométrica), inclusive a avaliacdo estatistica. As
datas observacionais foram agrupadas a cada trés dias para facilitar a interpretacdo
dos resultados. Os percentuais de eficacia terapéutica e de persisténcia de eficacia
da nova formulacdo avaliada, calculados seguindo a metodologia preconizada pela
Portaria n° 48, de 12/05/97, de SDA, MAPA (Brasil, 1997), estéo ilustrados na Figura

| (médias aritmética e geométrica).

A formulacéo proposta (benzoilfenilurea e organofosforado) obteve valores de
eficacia superiores a 70% do 15° ao 79° DPT. O indice maximo de eficacia (100%) foi
obtido do 20° a0 47° DPT. Resultados semelhantes foram alcancados pela formulacéo
Fluazuron 2,5%, ou seja, indices superiores a 70% do 14° até o 78° DPT, e maximo

no mesmo periodo (20° ao 47° DPT).

Os indices de eficacia obtidos pela formulagdo proposta (Benzoilfenilurea +
Organofosforado), nos primeiros 23 dias pés-tratamento, foram de 39,04% e 50,13%
(médias aritmética e geométrica), enquanto que a formulacdo Fluazuron 2,5%

apresentou 51,80% e 53,02% (médias aritmética e geométrica).

Observa-se, na tabela ll, que as quantificacdes de teledginas desprendidas dos
grupos medicados foram estatisticamente (P<0,05) inferiores as do grupo mantido
como controle, do periodo referente ao 16° - 18° até as Ultimas datas experimentais
(79°-80° DPT).
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Tabela Il: Resultados das comparagfes mdultiplas do numero de fémeas de
Rhipicephalus (Boophilus) microplus desprendidas de bovinos, experimentalmente
infestados, pertencentes aos grupos Controle (Gl), tratado com benzoilfenilureia +
organofosforado (Gll) e tratado com Fluazuron 2,5 mg (GlIl). Médias aritméticas e

geomeétricas. Formiga - MG, 2017.

Dia p6s- Gl Gll Gl
tratamento (Controle) (Tratado) (Flua. 2,5%)
Méd. Méd. Méd. Méd. Méd. Méd.
Aritm. Geom. Aritm. Geom. Aritm. Geom.
0 35,89 32,36 Aa 36,06 33,23 Aab 35,89 34,45 Aa
1 35,83 33,95 Aa 41,17 36,94 Aa 25,50 24,63 Aa
4 37,50 35,28 Aa 47,83 44,41 Aab 35,50 35,10 Aa
7 29,83 27,73 Aa 33,33 23,92 Abc 22,83 21,07 Ab
10 24,33 20,37 Aa 25,17 14,89 Acd 19,80 18,74 Ab
13 24,67 19,49 Aa 21,50 9,35 Ade 13,00 10,54 Ac
16 28,17 25,01 Aa 3,67 2,15 Bfg 3,40 2,52 Bdef
19 22,33 21,67 Aa 1,17 0,82 Bh 0,00 0,32 Bg
22 25,00 24,33 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
25 32,67 29,17 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
28 33,50 29,78 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
31 36,17 33,13 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
34 35,50 32,48 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
37 25,50 23,82 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
40 27,33 26,70 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
43 37,33 23,44 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
46 40,33 34,68 Aa 0,00 0,00 Bh 0,00 0,00 Bg
49 42,67 36,23 Aa 1,50 0,91 Bfgh 2,00 1,64 Bde
52 45,83 39,64 Aa 1,67 1,04 Bfgh 2,60 2,10 Bdef
55 36,00 32,28 Aa 1,17 0,65 Bgh 1,20 0,89 Bef
58 35,67 32,78 Aa 1,33 0,71 Bgh 1,60 1,05 Bf
61 31,50 29,79 Aa 1,33 0,70 Bgh 1,20 1,05 Bef
64 35,33 31,69 Aa 0,83 0,51 Bgh 1,00 0,89 Bf
67 36,83 33,06 Aa 0,83 0,51 Bgh 1,20 1,05 Bdef
70 35,33 31,84 Aa 1,50 0,74 Bfgh 1,40 1,22 Bdef
73 32,33 29,71 Aa 2,17 0,82 Bfgh 2,40 1,99 Bd
76 33,17 29,86 Aa 4,50 1,23 Ref 5,00 4,63 Bc
79 31,67 29,25 Aa 10,17 7,67 Bcd 10,60 10,27 Bb

Zero = média das contagens nos dias -3, -2 e —1; Médias geométricas=antilog[1/n a log(x+1)]-1 M.A.: Médias aritméticas
.1: Valores seguidos pela mesma letra, mailscula na linha e minascula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste t (p=0,05).
2: Valor de F para o desdobramento de Grupos dentro de Periodo Experimental

3: Probabilidade de Significancia para o valor de F

4: Valor de F para o desdobramento de Periodo Experimental dentro de Grupo.
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Figura 1: Percentuais de eficacia das compara¢des multiplas do nimero de fémeas
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus desprendidas de bovinos, experimentalmente
infestados, pertencentes aos grupos controle (Gl), tratado com benzoilfenilureia +
organofosforado (GlI) e tratado com Fluazuron 2,5% (GlIl). Formiga — MG, 2017.
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5.3 Experimento lll: Efichcia mosquicida em bovinos naturalmente

infestados por Haematobia irritans

Os resultados referentes as contagens da “mosca-dos-chifres” (Haematobia
irritans), presentes nos bovinos de cada grupo experimental, incluindo, percentuais de

eficicia terapéutica, estdo na tabela lll.

Com base na Tabela lll, verifica-se que a formulagdo proposta alcancou
eficacia mosquicida maxima de 99,96% (média aritmética) no 1° DPT. No 3° DPT, os
indices de eficacia foram de 99,86% e 99,87%; no 7° DPT de 99,85% e 99,83%. No
14° DPT houve ligeiro declinio dos percentuais, atingindo 95,52% e 93,19% (médias
aritmética e geométrica). No dia 21° DPT e 28° DPT, os indices de eficacia foram

inferiores a 80%, razao pelo qual o estudo foi encerrado.

A partir da andlise dos resultados expressos na Tabela lll, referente a analise
estatistica efetuada, utilizando-se das quantificacbes de Haematobia irritans
presentes, em cada data, verifica-se que as contagens de “moscas-dos-chifres” do
grupo controle foram estatisticamente (P<0,05) superiores as contagens registradas
no grupo medicado, durante todo o periodo experimental, 0 que demonstra que a

associacao inédita foi constantemente desafiada.
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Tabela Ill: Resultados das comparagfes multiplas do numero de Haematobia irritans
presentes no corpo de bovinos, naturalmente infestados, pertencentes aos grupos
controle e tratado com benzoilfenilureia + organofosforado. Médias aritméticas e

geométricas; e percentuais de eficacia. Cajuru — SP, 2017.

Dias pos- Gl Gll Eficacia
tratamento (Controle) (Tratado)
Méd. Méd. Méd. Méd. M.A. M.G.
Aritm. Geom. Aritm. Geom.
0 237,27 132,27 Aa 236,57 139,39 Aa
1 152,60 106,61 Aa 0,07 0,05 Be 99,96 99,96
3 140,73 101,34 Aa 0,20 0,13 Be 99,86 99,87
7 180,73 106,25 Aa 0,27 0,18 Be 99,85 99,83
14 166,80 97,27 Aa 7,47 6,62 Bd 95,52 93,19
21 168,67 96,40 Aa 35,93 28,58 Bc 78,70 70,35
28 179,93 100,24 Aa 67,20 53,32 Bb 62,65 46,81

M.G.: Médias geométricas=antilog[1/n & log(x+1)]-1 M.A.: Médias aritméticas

1: Valores seguidos pela mesma letra, mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste t (p=0,05).
2: Valor de F para o desdobramento de Grupos dentro de Periodo Experimental

3: Probabilidade de Significancia para o valor de F

4: Valor de F para o desdobramento de Periodo Experimental dentro de Grupo.
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5.4 Experimento IV: Efeito bernicida em bovinos naturalmente infestados

por larvas de Dermatobia hominis

Os resultados referentes as contagens de nédulos contendo larvas vivas de
Dermatobia hominis, localizados em todo corpo dos bovinos experimentais (médias
aritmética e geométrica), incluindo os percentuais de eficacia terapéutica e a analise
estatistica das comparacdes entre 0s grupos controle e tratado, estédo registrados na
Tabela IV.

Analisando a Tabela IV verifica-se que as infestacdes por larvas de Dermatobia
hominis no grupo controle foram superiores aquelas registradas nos animais tratados,
ao longo de todo o estudo. Tal fato possibilita afirmar que a formulacdo em questao

foi permanentemente desafiada, quanto a presenca do ectoparasito.

A andlise dos percentuais de eficicia revela que a formulag&o alcancou indices
maximos de eficacia de 94,56% e 95,81% no 14° DPT (médias aritméticas e
geométricas, respectivamente). Os indices de eficacia da formulacédo avaliada no 7°
DPT foram de 92,61% e 94,25%; no 21° de 93,62% e 94,89%; no 28° de 87,01% e
91,96%; no 35° de 81,79% e 88,52% (médias aritmética e geomeétrica,
respectivamente). No 42° DPT, o indice de eficacia foi inferior a 80%(médias

aritméticas), sendo o estudo encerrado.



29

Tabela IV: Resultados das comparac¢des multiplas do nimero de Dermatobia hominis
presentes no corpo de bovinos, naturalmente infestados, pertencentes aos grupos
controle e tratado com benzoilfenilureia + organofosforado. Médias aritméticas e

geométricas; e percentuais de eficacia. Formiga — MG, 2017.

Dias pos- Gl Gll Eficacia
tratamento (Controle) (Tratado)
Méd. Méd. Méd. Méd. M.A. M.G.
Aritm. Geom. Aritm. Geom.
-1 24,00 22,26 Aa 24,20 21,94 Aa
7 28,40 26,32 Aa 2,10 1,51 Bcd 92,61 94,25
14 29,40 27,93 Aa 1,60 1,17 Bd 94,56 95,81
21 29,80 28,34 Aa 1,90 1,45 Bcd 93,62 94,89
28 33,10 31,60 Aa 4,30 2,54 Becd 87,01 91,96
35 32,40 30,52 Aa 5,90 3,50 Becd 81,79 88,52
42 34,30 32,50 Aa 9,80 6,43 Bb 71,43 80,23

M.G.: Médias geométricas=antilog[1/n & log(x+1)]-1 M.A.: Médias aritméticas

1: Valores seguidos pela mesma letra, mailscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste t (p=0,05).
2: Valor de F para o desdobramento de Grupos dentro de Periodo Experimental

3: Probabilidade de Significancia para o valor de F

4: Valor de F para o desdobramento de Periodo Experimental dentro de Grupo.
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6.DISCUSSAO

Todos os bovinos experimentais foram mantidos em boas condi¢cdes gerais de
saude, ndo sendo observados eventos adversos e nem houve necessidade de
tratamento concomitante ao longo de cada um dos quatro estudos conduzidos.
Adicionalmente, ndo foram observadas reac6es dermatolégicas no local da aplicacéo
do farmaco testado, em nenhum dos experimentos, decorridos até 160 dias pés-

experimento, periodo no qual os bovinos foram mantidos em monitoragéo.

A intoxicacdo aguda por organofosforados, em mamiferos, induz a uma
combinacdo de sintomas muscarinicos e nicotinicos que geralmente levam a morte
por parada respiratéria (Marrs, 1996). A formulacdo mostrou eficacia contra os
ectoparasitos alvo (H. Irritans e D. hominis), sem a ocorréncia de efeitos adversos nos
bovinos. A estimulacdo muscarinea e nicotinica de forma néo letal, mas lesiva, levaria
a manifestacdo de sialorreia, lacrimejamento, indigestdo (espasmos e diarreia),
diminuicdo da frequéncia cardiaca e desordens visuais; contracfes musculares
descontroladas e paralisia, respectivamente (Elersek e Filipic, 2011). Nenhum sinal
clinico congruente com intoxicacdo foi diagnosticado nos bovinos. As primeiras
alteracgdes clinicas surgem em uma a duas horas apds a exposicdo ao produto e nos
casos nao letais, a recuperacao ocorre em 48 horas. Por isso, ap0s a administracéo
da formulacao, contendo benzoilfenilurea e organofosforado, os animais ficaram em

observacao durante este periodo inicial.

As intoxicagbes cronicas decorrem de administragdo de forma errbnea
(repetida em intervalos curtos, dosagem excessiva ou por contaminacdo ambiental —
fontes de agua, feno feito de plantas que foram pulverizadas, uso de latas inseticidas
vazias como bebedouros) (Gava, 2001). Alguns organofosforados, como clorpirifds,
diclorvos, paration e triclorfon produzem um efeito téxico ndo-relacionado a
capacidade de inibir a acetilcolinesterase, denominado neurotoxicidade tardia, que se
caracteriza por ataxia e paralisia dos membros (Johnson, 1975). Diclovors, dioxation
e paration sdo considerados mais toxicos para fémeas e clorpirifés, dimetoato e
fenthion para machos. Ainda, estes ultimos devem ser administrados com cautela para
bovinos machos jovens, devido sua capacidade de interferéncia com a testosterona
(Radostitis et al., 2000).
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Organofosforados provocam surtos de intoxicagdo em animais de producao
gue podem gerar grandes prejuizos a pecuaria (Mendonca et al., 2010). No inicio de
2000, alguns foram banidos pelos riscos em relacdo a residuos alimenticios, ao meio
ambiente e aos outros seres vivos (aves, peixes e vida marinha). Pesquisas apontam
gue se medidas preventivas forem tomadas, como a diminui¢do da concentracao do
principio, por exemplo, alguns deles podem ser liberados, como pour on, minimizando,

assim, quaisquer riscos desnecessarios para o ambiente e para o animal (EPA, 2001).

O outro principio ativo (Fluazuron, grupo Benzoilfenilurea), presente na
formulacédo avaliada, teve como alvo o Rhipicephalus (Boophilus) microplus. Os
resultados obtidos nos estudos mostraram eficacia, sem que houvesse quaisquer
alteracbes que indicassem algum dano sistémico para os bovinos. Este principio ativo
tem um mecanismo de acdo muito especifico, e por isso, era esperado que fosse muito
menos téxico para mamiferos. Dos estudos ja referidos, quanto a dose toxica de
alguns principios ativos de benzoilfenilureias confirmam esta propriedade. A dose
toxica do diflubenzuron e trifluburon, em ratos, € superior a 5000 mg/kg. Estudos com
bovinos medicados com Fluazuron, na dose 2,5 mg/kg, revelaram auséncia de sinas
clinicos, nos 266 animais utilizados (Bull et al., 1996). Outros estudos foram feitos para
avaliar efeitos, a longo prazo. Ratos que receberam 10 g/kg de diflubenzuron, por dois
anos, e caes alimentados com 250 mg/kg por um ano, ndo apresentaram efeitos
adversos e, 0s resultados sugeriram que este principio ativo ndo € carcinogénico
(Willems et al.,1986). Posto isto, pode-se inferir que os principios ativos do grupo
benzoilfenilureia sdo seguros para bovinos, ou seja, apresentam alta especificidade e

baixa toxicidade para mamiferos (Splinder, 1990).

A Portaria 48 (Brasil, 1997), que rege as metodologias para estudos com
antiparasitarios, preconiza que, para ser considerado um farmaco eficaz, os
carrapaticidas, em teste a campo, devem apresentar uma eficacia média no 7° e 14°
DPT de =95%. No estudo |, foram obtidos eficacia de 96,09% e 96,10% (médias
aritméticas e geométricas, respectivamente). A atividade bernicida deve ser no
minimo de 90% no 7° DPT. No estudo IV, a nova formulacdo alcancou 92,61% e
94,25% de eficacia. Posto isto, verifica-se que ambas as metas foram atingidas. Faz-
se necessario considerar que ndo ha exigéncia especifica para mosquicidas (Brasil,
1997), mesmo assim, a nova associacdo medicamentosa atingiu valores bons de

eficécia.
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No experimento Il, em que utilizou-se infestagédo artificial com o R. (B.)
microplus, ambas as formulacfes avaliadas (nova e Fluazuron 2,5%) nao atenderam
a exigéncia minima de eficacia (95%, média nos primeiros 23 DPT) (Brasil, 1997). As
médias da formulacdo fluazuron+fenthion foram de 39,04% e 50,13% (médias
aritméticas e geométricas, respectivamente). Fluazuron 2,5% alcancou 51,80% e

53,02% (médias aritméticas e geomeétricas, respectivamente).

Devido as particularidades de metabolizagdo de Fluazuron, sua eficacia é
considerada mais lenta (Maciel et al., 2016). Tal composto (inibidores do crescimento)
necessita que os acaros entrem na fase de muda para manifestarem os primeiros
indicios de eficacia (Holdsworth et al., 2006). Portanto, a exigéncia do MAPA (Brasil,

1997) ndo pode ser aplicada aos principios ativos que pertencem ao Benzoilfenilureia.

Farmacos com mecanismos de acdo mais lentos devem conter em seu rétulo,
a indicacao do tempo requerido para o efeito carrapaticida, neste caso, de acordo com
critérios gerados em pesquisas cientificas (Holdsworth et al., 2006). Seguindo esta
sugestéo, estabeleceu-se que os Benzoilfenilureias devem alcancar eficacia acaricida
a partir do 14°DPT. Outros autores encontraram efetividade do Fluazuron, na mesma
dosagem utilizada nos estudos desta dissertacdo, a partir do 14° DPT (Cruz et al.,
2014; Gomes et al., 2015; Maciel et al., 2016). Do 15° DPT ao 78° DPT ambas as
formulacbes utilizadas atingiram percentuais de eficacia superiores a 80%, o que
possibilita inferir que a nova formulacéo é eficaz contra o R. (B.) microplus (Maciel et
al., 2016).

Provavelmente, como ja discutido em relacdo ao mecanismo e espectro de
acao dos dois principios ativos utilizados na nova formulacéo, € possivel que haja uma
eficdcia contra outros ectoparasitos existentes nos rebanhos mundiais, porém, sao
necessarias mais pesquisas com infestacdes desses outros parasitos para comprovar
tal inferéncia. O amplo espectro de acado dos organofosforados e dos
benzoilfenilureias inclui eficacia contra uma ampla variedade de insetos da ordem
Diptera, entre outras (Malinowski e Paeinska, 1992; Ishaaya e Horowitz, 1998;
Pluciennik et al., 1999; Barazani, 2001; Ishaaya e Horowitz, 2002; Cutler et al., 2005;
Arredondo-Jimeniz e Valdez-Delgado, 2006; Mascari et al., 2007).

Embora de menor impacto, a resisténcia de outros artrépodes, como D. hominis
(Neves et al., 2015) e H. irritans, (Sparks et al., 1985; Byford et al., 1985; Kunz et al.,
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1995; Guerrero et al., 1997; Kaufman et al., 1999; Guglielmoni et al., 2001; Temeyer
et al., 2008) frente aos ectoparasiticidas, também € de suma importancia na pecuaria.
Embora existam o0s crescentes casos de resisténcia de principios ativos
comprovadamente pouco eficazes como mosquicidas, pode se considerar que 0 Uso
de organofosforados, ainda alcanca bons indices de eficacia. H4, porém, uma
preocupacdo com resisténcia cruzada por piretroides (Guglielmoni et al., 2001) e
alguns indicios de resisténcia ao dianizon (Temeyer et al., 2008). Independentemente
deste fato, o fenthion mostrou bons resultados nos experimentos a campo, com
populacdes brasileiras de moscas e bernes, realizados na regido sudeste do pais e,

utilizando-se em bovinos naturalmente infestados.

A inédita formulacdo (Fluazuron + Fenthion), utilizada nos quatro estudos
clinicos que integram esta dissertacdo, foi desenvolvida e serd comercializada pela

Biovet/Vaxxinova®.
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7. CONCLUSAO

Os resultados alcancados nos quatro estudos clinicos conduzidos possibilitam
inferir que a inédita formulagdo Fluazuron + Fenthion € eficaz contra os principais

ectoparasitos de bovinos do Brasil.

Ressalta-se que, por isso, tem grades perspectivas de sucesso no controle dos

principais ectoparasitos de bovinos no pais.
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